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Vorrichtung und Verfahren zur Entnahme von fldssigen Proben 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Entnahme von flussigen Proben 
aus mit einem Medium gefullten Behaltem und/oder Rohren, insbesondere aus Fermentern, 
fiber eine Filtermembran mittels Unterdruck gemaB den Oberbegriffen der Patentanspriiche 
1 und 15. 

Eine Vorrichtung zur Entnahme von flussigen Proben aus einem Fermenter ist aus der DE 
32 49 399 T1 bekannt. Fur die Entnahme der Probe weist die Vorrichtung einen 
Probenehmer in Form eines normal geschlossenen Ventils auf, an dessen Gehause auf der 
Seite eines Kontaktes mit einem Probeaufnehmer ein ringfSrmiger Vorsprung ausgebildet 
ist, der zur Aufnahme einer Ringnut eines Gehauses eines normal geschlossenen Ventils 
des Probeaufnehmers vorgesehen ist Zwischen dem normal geschlossenen Ventil des 
Probeaufhehmers und einem Halt des Probeaufnehmers ist ein bakteriendichter Filter 
angeordnet, der zu dem normal geschlossenen Ventil des Probenehmers beabstandet ist. 
Dlese Beabstandung hat zur Folge, dass bei der Entnahme einer Probe ein dadurch 
entstandener Zwischenraum innerhalb der Vorrichtung ebenso mit der ProbeflQssigkeit 
gefullt werden muB, jedoch nicht als zu QberprQfende ProbeflQssigkeit in den 
Probeaufnehmer mit aufgenommen wird. Ein dadurch enstandenes Totvolumen der 
entnommenen Probe bewirkt, dass zum einen die Probenahme nicht sparsam in Bezug auf 
das ben5tigte Probevolumen pro Probeentnahme durchgefQhrt werden kann, und zum 
anderen ein Restvolumen aus der vorangegangenen Probeentnahme innerhalb der 
Vorrichtung zuruckgeblieben ist, das aufgrund seiner nicht-sterilen Eigenschaften zu einer 
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Verfalschung der PrQfergebnisse der nachfolgend durchgefQhrten Probeentnahme mit 
gewunschter Sterilitat fuhren kann. 

Bekannt slnd auch kommerziell erhaltllche Probenahmevorrichtungen zur Entnahme von 
Proben einer in einem Bioreaktor mlt einem beispielsweise 5-Liter-Volumen durchgefQhrten 
Fermentation, die stabformig ausgebildet sind und an deren Ausgang sich ein Drei-Wege- 
Ventil befindet, wie es beispielsweise in der US 5,948,998 gezeigt wird. Das Drei-Wege- 
Ventil dient zur Umschaltung des Stromungsverlaufs wahrend der Probenahme von dem 
Weg zwischen der Probenahmesonde und dem Ausgang auf einen Weg zwischen einem 
Uberstrdmablauf und dem Ausgang. Eine derartige Umschaltung der Stromungswege findet 
statt, nachdem eine Probe mit wunschgemadem Volumen in ein der Probenahmesonde 
nachfolgendes Leitungssystem gefordert wurde. 

Aufgrund dieses Umschaltvorganges reillt der innerhalb der Vorrichtung bestehende 
FIQssigkeitsstrom ab, wodurch eine verstarkte Durchmischung der Probestrfimung erhalten 
wird. In diesem Fall fQhrt die hohere Durchmischung zur VergroBerung des benotigten 
Probevolumens oder der Anzahl der zu entnehmenden Proben bis zur Einstellung einer 
konstanten Konzentration der Substanzen rnnerhalb der Probe, da eine RGckvermischung 
einzelner Substanzen aufgrund einer nicht idealen Verdrangung der ProbenflQssigkeit aus 
der Vorrichtung aus der vormals durchgefQhrten Probenahme stattfindet. Da derartige 
Probenahmevorrichtungen ein Totvoiumen aufweisen, ist die restiiche Probeflussigkeit der 
vorangegangenen Probenahme nicht vollstandig aus der Vorrichtung verdrangbar, wodurch 
aufgrund der fluiddynamischen Eigenschaften der ProbeflQssigkeit eine Ruckvermischung 
stattfindet. 

Zudem findet eine Ruckvermischung auch aufgrund unterschiedlicher Diffusionskoeffizienten 
der in der Probe enthaltenen Substanzen statt. 

DE 195 30 886 C1 betrifft eine Probenahmevorrichtung, die fluidische Dipden zur tropfenwei- 
sen Dosierung der zu entnehmenden Probe und einer Kalibrierlosung ermoglicht Die fluidi- 
schen Dioden sind zwischen der zu dem Medium hingeordneten Filtermembran und einem 
Sensor zur Detektion bestimmter PrQfdaten angeordnet. Da die fluidischen Dioden selbst 
kleine Abmessungen aufweisen, ist ein Totraum zwischen der Filtermembran und dem Sen- 
sor minimlert. 
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Derartlge Probenahmevorrichtungen weisen ebenso eln Totvolumen innertialb des Totraums 
bei der Probenahme auf, das zum elnen eine Probenahme mit hoherem Volumen erfordert, 
und zum anderen die Gefahr einer Vermischung der in dem Totvolumen angeordneten Rest- 
probe aus der vorangegangenen Probenahme mit den Probesubstanzen der neuen Probe- 
nahme aufwirft. 

Die vorgenannten Vorrichtungen lassen eine Oberpriifung der Unversehrtheit der zu dem 
Medium hin angeordneten Filtermembran nur bedingt Oder mit groBem Aufwand zu, wie 
beispielsweise den Ausbau der Filtermembran. Eine Undichtigkeit der Filtermembran hat zur 
Folge, dass die Sterilgrenze des Behalters oder der Rohrleitung durchbrochen und das 
Medium unsterii wird. 

Deswetteren 1st eine Oberprufung der Dichtigkeit der Filtermembran lediglich vor dem Einbau 
und nach dem Ausbau einer Probeentnahmevorrichtung mSglich, so dass Immer erst das 
Ende des gesamten Prozesses oder Messzyklus abzuwarten 1st, bevor ein derartiger 
Integritatstest durchgefilhrt werden kann. 

Demzufolge liegt der voriiegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung und 
ein Verfahren zur Entnahme von flQssigen Proben aus mit einem Medium gefullten Behaltern 
und/oder Rohren ilber eine Filtermembran zur Verfugung zu stellen, bei der/dem eine Ent- 
nahme der Probe ohne Totvolumen unter zuverlassig sterilen Bedingungen, die mittels eines 
Integritatstests jederzeit Qberpruft werden konnen, moglich ist. 

Diese Aufgabe wird vorrichtungsseitig durch die Merkmale des Patentanspruches 1 und ver- 
fahrensseitig durch die Merkmale des Patentanspruches 15 gelost. 

Kerngedanke der Erfindung ist es, bei einer Vorrichtung zur Entnahme von flussigen Proben 
aus mit einem Medium gefullten Behaltern und/oder Rohren, insbesondere aus Fermentern, 
Qber eine Filtermembran mittels Unterdruck, der z. B. durch eine Pumpe erzeugt werden 
kann, die innerhalb einer Probensonde angeordnete Filtermembran aus einem als 
Sterilgrenze wirkenden Material anzufertigen, wobei auf der sterilen Grenzseite der 
Filtermembran eine gasfQhrbare ZufQhrieitung iind eine probefiihrbare Abfuhrleitung 
angeordnet sind. Die probefiihrbare Abfiihrleitung ist mit der Pumpe zur Bildung eines 
Unterdrucks, aufgrund dessen die Probe durch die Filtermembran hindurch aus dem 
Medium angesaugt wird, verbunden. 
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Nach erreichter Entnahme einer Probe mit einem vorbestimmten Probevolumen, welches 
z. B. mittels der Pumpe reguliert wird, wird die Probe mit zusatzlichem geringem 
GasGberdruck, das einer zur Vorrichtung hingewandten RQckseite der Filtermembran mittels 
der Zufuhrleitung zugefiihrt wird, Qber die Abfiihrleitung aus dem Leitungssystem der 
Probenahmevorrichtung abgefQhrt. Gleichzeltig wird das Leitungssystem zuverlassig mittels 
des zugefuhrten Gases entleert. Auf diese Weise ist kein Totraum innerhalb der 
Probenahmevorrichtung fur die Bildung eines Totvolumens vorhanden. Somit ist elne 
Entnahme der Probe mit dem gewiinschten zu Qberpriifenden Probevolumen selbst bei 
kleinen Volumenmengen moglich, ohne dass zusatzliches Probevolumen fur das Zur- 
Verfiigung-Stellen eines Totvolumens notwendlg ist. 

Da die Filtermembran mit dem als Sterilgrenze wirkenden Material ausgestattet ist, wird die 
Entnahme einer sterilen Probe, unter der Voraussetzung, dass das Leitungssystem und die 
restlichen Einrichtungen der Probenahmevorrichtung in slch steril sind, sichergestellt. 

Selbst wenn die Membran eine Undichtlgkeit aufwelst, ist elne sterile Funktion der 
Probenahmevorrichtung sichergestellt, vorausgesetzt, dass der aufgrund der Undichtigkeit 
entstehende Druckabfall im Leitungssystem wahrend des Probenahmevorganges fortlaufend 
durch das zuzufiihrende Gas ausgeglichen wird. Es kann zwar aufgrund der defekten 
Filtermembran etwas Spttlflussigkeit zum wahlweisen AusspQIen des Leitungssystems in das 
Medium gelangen, jedoch beeinflusst die VerdQnnung des Mediums durch die 
Spulfliissigkeit, die beispielsweise destilliertes Wasser sein kann, die Konzentration der in 
dem Medium enthaltenen Substanzen nicht nachweisbar.. 

Das zur Entleerung des Leitungssystems verwendete Gas ist beispielsweise Druckluft, die 
wie ein hydrophobes Medium wirkt. Demgegenuber ist die Filtermembran aus einem 
hydrophilen Material zusammengesetzt, das nur bei hohem Oberdruck von dem Gas 
durchdrungen werden kann. Eine durch diese Eigenschaften des Gases und des 
Filtermembranmaterials hervorgerufene zuverl§ssige Entleerung des Leitungssystems ohne 
Durchdringung der Filtermembran in Richtung des Mediums hat eine vollstandige Befreiung 
nicht nur des Leitungssystems, sondem auch der restlichen Vorrichtungseinrichtungen von 
der ProbenflQssigkeit der vorangegangenen Probenahme zur Folge. Somit wird auf einfache 
Weise eine vollstandige Entleerung des Vorrichtungsinnenraumes von ProbenflQssigkeit und 
einer dadurch bedingten totvolumenfreie Probenahme erreicht. 
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Vorteilhaft kann auch aus nicht-sterilen Medien elne sterilgefllterte Probe entnommen 
warden, da die Filtermembran als Sterilgrenze dienL Derartigen sterilgefllterten Proben ist 
eine erhShte Lagerfahigkeitsdauer zu eigen. 

Da eine automatische Entleerung auf einfache und wirkungsvolle Art im Anschluft an die 
Probenahme stattfindet, ist die erfindungsgemalie Probenahmevorrichtung als Probenahme- 
modul automatisiert einsetzbar und ermoglicht den Anschlufi von Detektionssystemen, die 
fur eine prozessnahe Kontrolle und Regelung/Steuerung der entnommenen Probe und der 
erfindungsgemSBen Vorrichtung dienen. 

Zudem kann der Zeitraum fur einen Probenahmevorgang durch geeignete Kombination von 
dem zu entnehmendervProbevolumen, der durch die Pumpe bedingten Forder- 
geschwindigkeit und der benotigten Zeitspanne fur die Entleerung des Leitungssystems 
ausreichend kurz fur Online-Messungen gehalten werden. 

Ein Integritatstest zur OberprQfung der Dichtigkeit der Filtermembran ist zu einem bellebigen 
Zeitpunkt mSglich. Ein derartiger Test kann vor und nach einem Probenahmevorgang 
durchgefuhrt werden und ermoglicht demzufolge eine Erhohung der Betriebssicherheit des 
Behalters. der einen Bioreaktor darstellen kann, in Verbindung mit der daran befestigten 
Probenahmevorrichtung und eine Verbesserung der Handhabung der Probenahmevorrich- 
tung. 

Fur einen Integritatstest, der die Funktion der Probenahmevorrichtung in situ QberprQft, ist 
die gasfuhrbare ZufQhrieitung mit einer ersten gasfilhrenden Anschlussleltung zum 
verbinden der ZufQhrieitung mit einem Gasversorgungsanschluli gekoppelt. Eine derartige 
Koppelung ist ebenso fQr die ZufQhrung des Gases zur Entleerung des Leitungssystems 
erforderlich. 

Ein erstes und zweites Ventil sind im Bereich eines ersten und zweiten Endes der ersten 
gasfQhrenden Anschluftleitung gemaft einer bevoizugten Ausfiihrungsform angeordnet, so 
dass die Anschlussleitung beiderseitig mittels des Ventils gesperrt werden kann. 
Zusatzlich sind ein Drucksensor in der gasfQhrenden Anschlussleitung sowie ein erster 
Sterllfilter im Bereich des Gasversorgungsanschlusses innerhalb der gasfQhrenden An- 
schlussleitung angeordnet, so dass der sterile Betrieb des Leitungssystems und 
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insbesondere der gasftihrenden Anschlussleitung sichergestellt istund eine Oberpriifung 
des ublicherweise leichten Oberdrucks innerhalb der Gasleitung mogllch 1st. 

Gemali einer bevorzugten AusfGhrungsform sind die Zu- und AbfQhrieitungen derart 
ausgebildet, dass sie zum Zu- und AbfQhren von SpQIflussigkeit zu und von der 
Filtermembran geeignet sind. Die SpQIflQssigkeiten wird mittels einer zweiten 
spulflQssigkeitfQhrenden Anschlussleitung in die gasfQhrbare Zufuhrleitung eingespeist und 
dient zum Spulen des gesamten Leitungssystems und der Filtermembran, urn das Verkleben 
und Verstopfen, insbesondere der AbfQhrleitung. durch Inhaltsstoffe der Substanzen der 
Probe zu vermeiden. Die SpQIflussigkeit ist eine sterile FIQssigkelt. Nach dem SpQlvorgang 
wird das Leitungssystem wiederum mit Gas aus der ersten AnschlulJleitung mit geringem 
Oberdruck entieert. Ein derartiger SpQlvorgang kann optional zwischen zwei 
Probenahmevorg§ngen durchgefuhrt werden. 

Vorteilhaft weist ein Verfahren zur Entnahme von flQssigen Proben aus mit dem Medium 
gefQIIten BehaKern und/oder Rohren mittels der Filtermembran folgende Schritte auf: 

- ZufQhren des Gases zu der in der Probesonde angeordneten Filtermembran aus dem als 
Sterilgrenze wirkenden Material auf der sterilen Grenzseite der Filtermembran mittels der mit 
mindestens einem Ventll gegenQber anderen Leitungen sperrbaren Zufuhrleitung; 

- AbfQhren des Gases von der Filtermembran mittels der AbfQhrleitung und ventilwirkender 
Vorrichtung, wie eine Pumpe, solange. bis die Zu- und AbfQhrieitungen probenfrei sind; 

- Schlieften mindestens eines Ventils zum Abkoppeln der Zufuhrleitung von dem Gasversor- 
gungsanschlufc; 

- Entnahme der Probe mit gewunschtem Volumen aus dem Medium mittels der 
AbfQhrleitung und einem Unterdruck. der ebenso mittels der Pumpe erzeugt werden kann; 
und 

- Beforderung der Probe aus der AbfQhrleitung mittels des mit Oberdruck emeut zugefuhrten 



Zusatzlich kann zur Vermeidung von Verstopfungen und Verklebungen der AbfQhrleitung 
das Verfahren den Schritt der ZufQhrung von SpQIflussigkeit und fQr die DurchfQhrung des 
Integritatstests die ZufQhrung von Gas unter AbschluR des Vorrichtungsinnenraums mittels 
Ventilen gegenQber den umliegenden Systemen beinhalten. 



Gases. 
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Vorteile und Zweckmaliigkeiten sind der nachfolgenden Beschreibung in Verbindung mit der 
Zeichnung zu entnehmen. Hierbei zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Darstellung einer Vorrichtung zur Entnahme von Proben gemafc 
einer ersten AusfQhrungsform der Erfindung, 

Fig.2 eine schematische Darstellung eines Ausschnitts der Vorrichtung zur Entnahme von 
Proben gemaft einer zweiten AusfQhrungsform der Erfindung; 

Fig. 3 ein Diagramm gemessener Glukosekonzentrationen Qber einen bestimmten Zeitraum 
hinweg bei Probenahmevorgangen mit einer vergleichenden Darstellung von Probe- 
nahmen mittels einer erfindungsgemalien Vorrichtung und mittels einer 
herkommlichen, kommerzieli erhaltlichen Vorrichtung, und 

Fig. 4 ein Diagramm gemessener Lactatkonzentrationen iiber einen bestimmten Zeitraum 
hinweg bei Probenahmevorgangen mit einer vergleichenden Darstellung von 
Probenahmen mittels der erfindungsgemafcen Vorrichtung und mittels der 
herkSmmlichen, kommerzieli erhaltlichen Vorrichtung. 

Figur 1 zeigt in einer schematischen Darstellung eine Vorrichtung zur Entnahme von Proben 
aus einem mit einem Medium gefiillten Behalter gemaft einer AusfQhrungsform der 
Erfindung. In das in dem Behalter 1 enthattene Medium 2 ist eine Probenahmesonde 3 und 
ein RUhrer 4 zum Umruhren des Mediums 2 gefQhrt. Innerhalb der Probenahmesonde 3 ist 
eine Filtermembran aus einem als Sterilgrenze wirkenden Material angeordnet Die 
Filtermembran 5 weist eine sterile Ruckgrenzsefte 5a und eine zu dem Medium hingewandte 
Vorelergrenzseite 5b auf, wobei das Medium steril oder nicht-steril ausgebildet seih kann. 

An der RQckgrenzseite 5a der Filtermembran 5 - also auf der sterilen Grenzseite der Filter- 
membran - ist eine gasfuhrbare Zufuhrleitung 6 und eine probefuhrbare Abfuhrleitung 7 
angeordnet. Ober die AbfQhrleitung 7 kann eine Probe, die durch einen Unterdruck einer 
* Pumpe 8 durch die Filtermembran 5 hindurch aus dem Medium angesaugt wird, in eine hier 
nicht gezeigte Detektoreinrichtung oder einen hier nicht gezeigten Vorratsbehalter abgefuhrt 
werden, wie es durch den Pfeil 9 angedeutet wird. 
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Die ZufQhrleitung 6 ist mittels eines T-StQckes 10 mit einer ersten gasfuhrenden Anschluss- 
leltung verbunden, die wiederum m'rteinem Gasversorgungsanschluli 15 in Verbindung 
steht. Ober den GasvereorgungsanschluB 15 wird Druckluft der ZufQhrieitung 6 zugefQhrt, 
sofern sperrbare Ventile 1 1 und 1 4 in ihrer Offnungsstellung angeordnet sind. 

Urn eine ZufQhrung von steriler Druckluft sicherzustellen, ist ein Sterilfilter 12 angeordnet. 
Zusatzlich wird die unter leichtem Uberdruck zugefuhrte Druckluft mittels eines Manometers 
13 druckgeprOft. 

An dem weiteren Ende des T-Stucks 10 ist eine zweite spQIflQssigkeitsfuhrende Anschlu&lel- 
tung 17 angeschlossen, die mit einem Behalter 18 in Verbindung steht, in dem 
SpQIflQssigkeit 19, wie beispielsweise destilHertes Wasser, in ausreichendem Malie 
vorhanden ist. Eine Gas- und SpulflOssigkeitsanschlussleitung 20 verbindet den Behalter 18 
Ober einen darin angeordneten zweiten Sterilfilter 26 mit einem weiteren 
Gasversorgungsanschluli 23, urn einen Druckausgleich filr den Behalter 18 zu schaffen. 
Dieser Gasversorgungsanschlufc 23 ist wahlweise zuschaltbar. 

Sofern ein SpQIvorgang durchgefQhrt werden soli, wird ein Ventll 16 zur ZufQhrleitung 6 hin 
geoffnet, wahrend die Ventile 11 und 14 der ersten gasfuhrenden AnschluRleitung geschlos- 
sen werden. Nachdem die SpulflQssigkeit die Zu- und Abfuhrleitungen 6, 7 Qber die Pumpe 8 
verlassen hat. und eine SpQIung der Leitungen 6, 7 und der RQckgrenzseite 5a der 
Filtermembran durchgefQhrt worden ist. wird das Ventil 16 geschlossen und die ersten und 
zweiten Ventile 11, 14 werden geoffnet, urn einen Entleerungsvorgang des Leitungssystems 
mit den Zu- und AbfQhrleitungen 6, 7 mittels der zugefuhrten sterilen Druckluft zu bewirken. 

Bei einem Probenahmevorgang flndet folgender Ablauf statt: 

Die Pumpe 8 erzeugt, wahrend das erste und zweite Ventil 11.14 geschlossen sind, einen 
Unterdruck innerhalb des Leitungssystems. der eine Probe aus dem zu untersuchenden Me- 
dium 2 durch die Sterilgrenze hindurch aus der Probenahmesonde fordert. Das gewunschte 
Probevolumen wird mittels der Pumpstarke der Pumpe 8 reguliert. Nach Erreichen eines vor- 
bestlmmten Probevolumens mit einer vorbestimmten Forderzeit wird die Probe mitzusatz- 
lichem geringen DruckluftQberdruck bei geschlossenem Ventil 16 und offenen Ventilen 1 1 
und 14 aus dem Leltungssystem mit den Leitungen 6, 7 gefordert und in einen hier nicht 
gezeigten Vorratsbehalter eingespeist. Gleichzeitig bewirkt die zugefQhrte Druckluft 
zuveriassig eine Entleerung des Leitungssystems, so dass dieses probefrei ist. 



CHRISTijftLNNKE 



PATENTANWALT CHRISTIA?mANNKE GAI-01 2-DE 

-9- 

FQr einen durchfiihrbaren Integritatstest zur Uberpriifung der FunkUon der Probenahmevor- 
richtung wird uber den GasversorgungsanschlulJ 15 bei geschlossenem Ventil 16 und nicht 
betriebener Pumpe 8 Druckluftzur Erzeugung eines Oberdrucks im Leitungssystem zuge- 
fiihrt. Der Oberdruck bleibt nach Schliefcen des Ventils 14 welterhin erhalten, sofem die Fil- 
termembran 5, welche die Sterilgrenze biidet, dicht ist. Wenn der Druck hingegen abfallt, 
deutet dies auf eine undichte Filtermembran 5 hin. Die Vorrichtung ist somit bei AnschlulJ 
eines Integritatsmessgerates validierbar. 

Figur 2 zeigt in einer schematischen Darstellung einen Ausschnitt der Vorrichtung zur 
Entnahme von Proben gemali einer zweiten Ausfuhrungsform der Erfindung. In dieser 
Ausfuhrungsform ist zusatzlich ein SpulflQssigkeitsversorgungsanschluss 22 mit dem 
Behalter 18 iiber einen spulflQssigkeitsfuhrenden Teil der Leitung 20 und einem jeweils 
dazwischen angeordneten weiteren Sterilfilter 21 und weiteren Ventil 24 verbunden. Der 
Spulfliissigkeitsversoigungsanschluss 22 dientzum WiederauffQllen des Behalters 18 mit 
SpUlflussigkeit. 

Der gasfuhrende Teil der Leitung 20 weist zusatzlich ein weiteres Ventil 25 zwischen dem 
Filter 26 und dem Gasversorgungsanschluli 23 zum Zufuhren, AbfQhren Oder Dosieren von 
Gas auf. 

i 

Figur 3 zeigt in einem Diagramm in einer vergleichenden Darstellung eine 
Glukosekonzentration uber einen bestimmten Zeitraum hinweg eine Probeentnahme fur 
einen Probenahmevorgang mittels der erflndungsgemallen Vorrichtung und mittels einer 
kommerziell erhaltlichen herkommlichen Vorrichtung. 

Es >Aairden beide Probenahmevonichtungen in einen Bioreaktor eingebaut Der Bioreaktor 
wurde sterilisiert und mit sterilem Medium, Carriem und Zellen befullt. Die Zellen sollten 
durch ihr Wachstum die Glukose- und Lactatkonzentration im Medium andem. 

Nach Abschlufi aller Vorbereitungen und der Sterilisation wurde bei der erfindungsgemalien 
Vorrichtung ein Membrantest durchgefOhrt. Dann wurde mit beiden Vorrichtungen jeweils 
eine Probe entnommen und die Glukose- und Lactatkonzentration bestimmt. Bei der 
herkommlichen Probenahmevorrichtung musste aufgrund des vorhandenen Totvolumens 
eine erste Probe verworfen werden. Es wurde das zu verwerfende Probevolumen bis zur 
Konzentrationskonstanz von Glukose und Lactat ermittelt. In der herkommlichen Vorrichtung 
gab es keine ideale Verdrangung der ProbenflQssigkeit aus dem Leitungssystem, sondem 
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eine Ruckvermischung einzelner Substanzen in der darin enthaltenen StrSmung. Die 
Ruckvermischung wurde verursacht durch unterschiedliche Diffusionskoefflzienten der 
Substanzen in der Probe und zusatzlich durch die fluiddynamischen Eigenschaften von 
Totvolumen und Probenflussigkeit. 

Die Entnahme der Probe mlttels der herkommlichen Vorrichtung erfolgte nicht kontinuiertich. 
Das Ventil dieser herkommlichen Vorrichtung wurde als Drei-Wege-Ventil von einem Stro- 
mungsweg zwischen der Probenahmesonde und einem Ausgang auf einen Stromungsweg 
zwischen einem OberstrSmanschluB und dem Ausgang umgeschaltet, nachdem bereits 2 ml 
Probevolumen in das Leitungssystem gefordert wurden. 

Dadurch rifi der FlUssigkeitsstrom im Inneren der Vorrichtung ab, und es wurde die Durch- 
mischung in der Strdmung noch verstarkt In diesem Fall fQhrte die hohere Durchmischung 
zur Vergrolierung des benotigten Probevolumens bis zur Konzentrationskonstanz. Aus die- 
sem Grunde wurde fur die Zusammenfassung der Absolutwert des entnommenen Gesamt- 
volumens der herkSmmlichen Vorrichtung auf etwa 2,5 ml gesenkt. 

Wahrend der Fermentation ergaben sich folgende Ergebnisse: 

Nach der Sterilisation war Wasserdampf im Inneren der herkommlichen Vorrichtung konden- 
siert und hatte das Totvolumen der Vorrichtung ausgefullt. Es war nach dem Einschalten der 
Pumpe eine deutliche Unterscheidung zwischen dem farblosen Kondensat und dem rotge- 
farbten Medium moglich. Das aufgefangene und gemessene Totvolumen betrug ca. 0,6 ml. 
Die Mediumproben wurden in Eppendorf-Tipps gesammelt. Mit der herkommlichen Vorrich- 
tung mussten mindestens zwei Proben von je 2 ml Probevolumen gesammelt werden, bis 
eine konstante gemessene Substanzkonzentration eintrat. Dies gilt sowohl fur die Glukose- 
konzentration ais auch fur die in Figur 4 dargestellte Lactatkonzentration. Dieser Vorgang 
wurde an den folgenden Tagen wiederholt. Damit ergab sich ein Mehrverbrauch an zu ent- 
nehmendem Medium gegenOberdem Probenahmevorgang mittels der erfindungsgemallen 
Probenahmevorrichtung zwischen 2 - 4 ml (100 - 200 %). 

Aus der nachfolgenden Tabelle 1 lallt sich in vergleichender Darstellung ebenso wie aus den 
in Figuren 3 und 4 dargestellten Diagrammen die Entnahme von Proben aus dem Bioreaktor 
bis zum Konzentrationsausgleich von Glukose und Lactat bei einer Entnahme mittels der er- 
findungsgemaRen und der herkommlichen Vorrichtung als Messergebnisse entnehmen: 
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0.19 


0.17 


0.18 
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0.25 


0.22 


0.22 




3 


0.43 


0.92 


0.45 


0:41 


4 


0.68 


1.04 


0.65 


0.57 



In einem weiteren Vorsuch wurden aus einer Spinnerflasche mit CasolSsung, die einer Nahr- 
bouillon fOr Steriltests entspricht, mlttels der erfindungsgemafien Vorrichtung mehrfach Pro- 
ben mit einem Volumen von 1,5 - 2 ml entnommen und analysiert. Ober einen Versuchszeit- 
raum von zwei Wochen hinweg war die Vorrichtung steril. Die Konzentration des Mediums 
innerhalb der Spinnerflasche an Glukose blieb annahernd konstant, abgesehen von Mess- 
gerateschwankungen des Enzymsensors. Diese sind darauf zuruckzufOhren,, dass der 
Enzymsensor empfindlich auf z. B. altemde Sensormembrane oder ungenQgende Kalibrier- 
automatik reagierte. Aus der nachfolgenden Tabelle 2 ist die Glukosekonzentratlon. wie sle 
Qber mehrere Tage hinweg gemessen wurde, zu entnehmen. 



Tabelle Z 
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Konzentration 
[g/lGUJ 


0 


1,23 


6 


0,67 


9 


0,98 


I 4. 


1,06 


7 


0,96 


11 


0,98 


5 


0,99 


8 


1,05 


12 ... 


1,00 



In einem Vorversuch wurde Qberpruft, ob die Konzentration an Glukose in einer Casolosung 
mit der Ze'rt von allein abnimmt. DafQr wurde eine Casoldsung steril bel 37° C inkubiert. Die 
Analyse der Casolosung zeigt eine Stabilitat uber den Versuchszeitraum von vier Wochen, 
wie es der nachfolgenden Tabelle 3 zu entnehmen ist. 
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TabeUe 2 



t[dj 


Konzentration 
[g/lGlc] 


t[d] 


Konzentration 
[gAGlc] 


0 


1,52 


21 


1,51 


19 


1,52 


27 


1,52 



Die Ausfuhmng der Erfindung 1st nlcht nur auf das beschriebene Belspiel und die 
hervorgehobenen Aspekte beschrankt. sondem 1st im Rahmen der Anspriiche ebenso in 
einer Vielzahl von Abwandlungen moglich, die im Rahmen fachgemaften Handelns liegen. 

* Bezugszeichenllste 



1 Behalter 

2 Medium 

3 Probenahmesonde 

4 Ruhrer 

5 Filtermembran 

5a Rflckseite der Filtermembran 

5b Vorderseite der Filtermembran 

6 Zufflhrleitung 

7 AbfQhrleitung 

8 Pumpe 

g AbfOhrrichtung 

10 T-St(ick 

11,14,16,24,25 Ventile 

12,21,26 Steritfilter 

13 Manometer 

15 t 23 Gasversorgungsanschluli 

1 7 spOlflQssigkeitfahrende AnschluBIeitung 

18 Behalter 

19 SpQlflussigkeit 

20 Gas- und SpulflussigkeitsanschluBleitung 
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22 SpulflOssigkeitsversorgungsanschluft 

23 GasversorgungsanschluR 
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Vorrichtung und Verfahren zur Entnahme von fIGssigen Proben 



Patentansprtiche 



1 . Vorrichtung zur Entnahme von flussigen Proben aus mit einem Medium (2) gefiillten 
Behaltern (1) und/oder Rohren, insbesondere aus Fermentern, Uber eine Filter- 
membran (5) mlttels Unterdruck, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die innerhalb einer Probesonde (3) angeordnete Filtermembran (5) aus einem als 
Sterilgrenze wirkenden Material besteht, wobei auf der steriien Grenzseite (5a) der 
Filtermembran (5) eine gasfuhrbare Zufilhrieitung (6) und eine probefiihrbare Abfuhr- 
leitung (7) angeordnet sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das als Sterilgrenze wirkende Material hydrophil ist 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die gasfuhrbare Zufuhrleitung (6) ein hydrophobes Gas entha.lt. 

4. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die gasfuhrbare Zufuhrleitung (6) und die AbfUhrteitung (7) derart ausgebildet sind, 
dass sie zum Zu- und AbfQhren von Gas mit Oberdruck zu und von der 
Filtermembran (5) geeignet sind. 

5. Vorrichtung nach einem der. vorangegangenen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die gasfuhrbare Zufuhrleitung (6) an eine erste gasfiihrende Anschlullleitung zum 
Verbinden der Zufuhrleitung (6) mit einem Gasversorgungsanschluli (15) 
angeschlossen ist. 
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6. Vorrichtung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein erstes und zweites Vehtll (11, 14) im Bereich des ersten und zweiten Endes der 
Anschlussleitung angeordnet sind. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 Oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Drucksensor (13) in der gasfuhrenden Anschlussleitung angeordnet ist 

8. Vorrichtung nach einem der Ansprflche 5-7, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein erster Sterilfilter (12) in der gasfUhrenden Anschlussleitung angeordnet ist. 

9. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zu- und Abfuhrleitungen (6, 7) derart ausgebildet sind, dass sie zum Zu- und Ab- 
fQhren von Spulflussigkeiten zu und von der Filtermembran (5) geeignet sind. 

« 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zufuhrteitung (6) an eine zweite spulflussigkeitfuhrende Anschlussleitung (17) an- 
geschlossen ist. 

1 1 . Vorrichtung nach Anspruch 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die spulflussigkeitfuhrende Anschlussleitung (17) mit einem eine SpulflQssigkeit (19) 
enthaltenden Behalter (18) verbunden ist. 

12. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 9-11, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Behalter (18) mit einem SpQIflussigkeitsversorgungsanschluli (22) Qber eine Gas- 
und SpQIflussigkeitsanschiussleitung (20) mit einem darin angeordneten weiteren 
Sterilfilter (21) verbunden ist. 

1 3. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9-12, 
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dadurch gekennzeichnet, dass 

der Behalter (18) mit einem weiteren GasversorgungsanschlulJ (23) Ober eine Gas- 
und SpGlflussigkeitsanschlussleitung (20) mit einem darin angeordneten weiteren 
Sterilfilter (26) verbunden ist. 

14. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Abfuhrleitung (7) mit einer ventilwirkenden Vorrichtung (8) verbunden ist. 

15. Verfahren zur Entnahme von flQssigen Proben aus mit einem Medium (2) gefOllten 
Behaltern (1) und/oder Rohren, insbesondere aus Fermentern, uber eine 
Rltermembran (5) mittels Unterdruck 

gekennzeichnet durch 
folgende Schritte: 

- Zufuhren eines Gases zu einer in einer Probesonde angeordneten Rltermembran 
(5) aus einem als Steriigrenze wirkenden Material auf der sterilen Grenzseite der 
Rltermembran (5) mittels einer mit mindestens einem Ventil (1 6) gegenQber 
anderen Leitungen sperrbaren Zufuhrleitung (6), 

- Abfuhren des Gases von der Rltermembran (5) mittels einer Abfuhrleitung (7) und 
Offnen einer in der Abfuhrleitung (7) angeordneten ventilwirkenden Vorrichtung 
(8) solange, bis die Zu- und AbfQhrieitungen (6, 7) probenfrei sind, 

- Schlieften mindestens eines Ventils (11) zum Abkoppeln der Zufuhrleitung (6) von 
einem Gasversorgungsanschluli (15), 

- Entnahme der Probe mit gewunschten Volumen aus dem Medium (2) mittels der 
Abfuhrleitung (7) und einem in der Abfuhrleitung (7) vorhandenen Unterdruck, 
und 

- Beforderung der Probe aus der Abfuhrleitung (7) mittels eines mit Uberdruck 
erneut zugefuhrten Gases. 

16. Verfahren nach Anspruch 1 5, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

zur Vermeldung von durch Inhaltsstoffe der Probe verursachte Verstopfungen und 
Verklebungen innerhalb der Abfuhrleitung (7) eine SpUlflussigkeit (19) nach dem 
Schritt der Beforderung der Probe aus der Abfuhrleitung (7) uber die Zufuhrleitung 
(6) zugefuhrt und uber die Abfuhrleitung (7) abgefuhrt wird. 
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17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

nach dem Schritt des Zu- und AbfQhrens der SpQIflussigkeit (1 9) die Schritte des Zu- 
und AbfQhrens des Gases wiederholt werden. 

18. Verfahren nach einem der AnsprQche 15-17, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Integritatstest zur Prufung/Validierung der Funktion der Probenahme die Schritte 
umfasst: 

- Verschlielien der Abfuhrleitung (7) durch eine ventiiwirkende Vorrichtung (8), 

- Zufflhren von Gas in die Zu- und Abfuhrleitungen (6, 7) zur Erzeugung eines defi- 

nierten Oberdruckes, 

- Schliefcen eines weiteren Ventils (1 4) zur Abkopplung des 
Gasversorgungsanschlusses (15) von der Zufuhrleitung (6) unter Miteinbeziehung 
eines Drucksensors (13), 

- Beobachten von nidglichen Gas- und/oder FlOssigkeitsein- und/oder -austritten 
aus dem Leitungssystems, und • 

- Beobachten der Druckstabilitat mittels des Drucksensors (1 3) als Indikator fur die 

Integritat der Filtermembran (5). 
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Vonichtung und Verfahren zur Entnahme von flQssigen Proben 



' 5 



Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Entnahme yon flusslgen Proben 
aus mlt einem Medium (2) gefullten Behaltem (1) und/oder Rohren, insbesondere aus Fer- 
mentern, uber eine Filtermembrari (5) mittels Unterdruck, wobei die innerhaib einer 
Probesonde (3) angeordnete Filtermembran (5) aus einem als Sterilgrenze wirkenden 
Material besteht, wobei auf der sterilen Grenzseite (5a) der Filtermembran (5) eine 
gasfiihrbare Zufuhrleitung (6) und eine probefflhrbare Abfuhrleitung (7) angeordnet slnd. 
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'H Probe mit erfindurigsgemaBer Vorrichtung * 
■ | 1. Probe mit herkommllcher Vorrichtung 
H ' 2. Probe mit herkommllcher Vorrichtung 
E3 3. Probe mit herkSmmlicher Vorrichtung 



Fig. 3 
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Laktatkonzentration 
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El Probe mit erfindungsgerhaBer Vorrichtung 
'■ 1. Probe mit herkommllcher Vorrichtung 
iES * 2. Probe mit herkommllcher Vorrichtung 
H 3. Probe mit herkommllcher Vorrichtung 



Fig. 4 
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